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G-CSF variant. 

Also claimed are: (1) nucleotide sequences coding for (I); (2) 
expression cassettes contg. such a nucleotide secjuence under the 
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termination region; (3) self -replicating plasmids contg. such 
expression cassettes; and (4) recombinant eukaryotic or prokaryotic 
cells contg. such sequences, cassettes or plasmids. 
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transplantation (e.g. of bone marrow) or after cancer chemotherapy. (I) 
are capable of maintaining G-CSF activity for long periods in vivo. 
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activity than native G-CSF in vitro but comparable activity in vivo. 
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NOUVEAUX POLYPEPTIDES AY ANT UNE ACnVTTE DE STIMULATION 
PES COLONIES DE GRAT^JULOCYTES. 
LEUR PREPARATION ET COMPOSITIONS PHARMACEUTIOUES 

LES CONTENANT 

5 La presente invention conceme de nouveatix polypeptides ayant une activite 

de stimulation des colonies de granulocytes humain; leur preparation et des 
compositions pharmaceutiques les contenant 

La presente invention conceme en particulier des polypeptides chimeres 
composes d'line partie biologiquement active constitute par tout ou partie du G-CSF 
10 ou d*im variant du G-CSF, et d'une structure stabilisatrice essentiellement proteique 
lui conferant de nouvelles proprietes biologiques. 

Le G-CSF humain est un polypeptide secrete de 174 acides amines, ayant 
un poids moleculaire de 18 kD environ. II a 6te isole initialement a partir d*une 
lignee cellulaire cancereuse (HP 169 566), et son gene a ete clone, sequence, et 

15 exprime dans differents hotes cellulaires par les techniques du genie genetique (EP 
215 126, EP 220 520). Un ARNm codant potentiellement pour une forme du G-CSF 
ayant 177 acides amines a par ailleurs et6 mis en evidence [Nagata S. et al., EMBO 
J. 5 (1986) 575-581]. Le G-CSF possede la capacity de stimuler la differentiation et 
la proliferation de cellules progenitrices de la moelle osseuse en granulocytes. A ce 

20 titre, il possdde la capacite de stimuler les capacites protectrices de Torganisme 
contre Tinfection en favorisant la croissance des polynucleaires neutrophiles et leur 
differentiation aboutissant a la maturite. II est ainsi capable dactiver les fonctions 
prophylactiques de Torganisme, et peut etre utilise dans differentes situations 
pathologiques dans lesquelles le nombre de neutrophiles est anormalement faible, ou 

25 dans lesquelles le systeme immunitaire doit etre renforce. De telles situations 
surviennent par exemple a la suite des traitements de chimiotherapie anticancereuse, 
lors de greffes, et en particulier de greffes de moelle osseuse, ou lors des 
leukopenies. 

L'un des inconvenients du G-CSF actuellement disponible reside dans le 
30 fait qu'il est degrade rapidement par Torganisme une fois administre. Ceci est 
d'autant plus sensible que le G-CSF est generalement utilise a des doses faibles. De 
plus, I'utilisation de doses plus importantes n*a pu permettre d*ameliorer les capacites 
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therapeutiques de cette molecule et peut induire des effets secondaires indesirables. 
Ces phenomenes ^elimination et de degradation in vivo cxmstituent done pour 
rinstant un obstacle a Texploitation de Tactivite biologique du G-CSF en tant 
qu'agent pharmaceutique. 

5 La presente invention permet de remedier a ces inconvenients. La presente 

invention foumit en effet de nouvelles molecules permettant une exploitation 
optimale sur le plan therapeutique des proprietes biologiques du G-CSF. La 
demanderesse a en effet mis en evidence que I'activite optimale du G-CSF se 
manifestait lorsque le G-CSF etait present a faible dose et pendant un temps 

10 prolonge. La demanderesse a maintenant realise des molecules capables de maintenir 
dans Torganisme ime activite G-CSF pendant im temps suffisamment long. De plus,, 
la demanderesse a montre qu'il est possible d'exprimer dans des botes cellxilaires k 
des niveaux eleves des fusions genetiques generant des chimkes presentant de 
nouvelles proprietes pharmacocinetiques et les proprietes biologiques desirables du 

15 G-CSF. En particulier, les polypeptides hybrides de Tinvention conservent leur 
affinite pour les recepteurs du G-CSF, et sont suffisanunent fonctionnels pour 
conduire a la proliferation et a la differentiation cellulaire, Les molecules de 
rinvention possedent par ailleurs une distribution et des proprietes 
pharmacocinetiques particulierement avantageuses dans Torganisme et pomettent le 

20 developpement therapeutique de leur activite biologique. 

Un objet de la presente invention conceme done des polypeptides 
recombinants comportant ime partie active constituee par tout ou partie du G-CSF, 
ou dun variant du G-CSF, et une structure stabilisatrice essentiellement prot6ique. 

Au sens de la presente invention, le terme variant du G-CSF designe toute 
25 molecule obtenue par modification de la sequence comprise entre les residus Thr586 
et Pro759 de la sequence presentee sur la Figure 1, conservant tme activitfe G-CSF, 
c'est-a-dire la capacite de stimuler la differenciation des cellules cibles et la 
formation de colonies de granulocytes. Cette sequence corresponds a cdle du G-CSF 
mature decrite par Nagata et al. [EMBO J. 5 (1986) 575-581]. Par modification, on 
30 doit entendre toute mutation, substitution, deletion, addition ou modification 
consecutive a une action de nature genetique et/ou chimique. De tels variants 
peuvent etre generes dans des buts differents. tels que notamment celui d'augmenter 
Taffinite de la molecule pour le(s) recepteiu-Cs) du G-CSF, celui tfameliorer ses 
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3 

niveaux de production, celui d'augmenter sa resistance a des proteases, celui 
d'augmenter son efficacite therapeutique ou de reduire ses effets secondaires, ou 
celui de lui conferer de nouvelles proprietes pharmacocinetiques et/ou biologiques. 

Des polypeptides de I'invention partioilierement avantageux sont ceux dans 
5 lesquels la partie biologiquement active possede : 

(a) la sequence peptidique comprise entre les residus Thr586 et Pro759 de 
la sequence presentee sur la Figure 1, ou, 

(b) une partie de la structure (a), ou. 

(c) une structure derivee des structures (a) ou (b) par modifications 
10 structurales (mutation, substitution addition et/ou deletion tfun ou plusieurs residus) 

et ayant une activite biologique identique ou modifiee. Ce dernier type de 
polypeptides comprend par exemple les molecules dans lesquelles certains sites de 
glycosylation ont ete modifies ou supprimes, ainsi que des molecules dans lesquelles 
tm, plusieurs. voire tous les residus cysteine ont 6te substitues. II comprend 
15 egalement des molecules obtenues a partir de (a) ou (b) par deletion de regions 
n'intervenant pas ou peu dans Tactivite. ou intervenant dans uine activite indesirable, 
et des molecules comportant par rapport a (a) ou (b) des residus supplementaires, 
tels que par exemple une methionine N-terminale ou un signal de s6cr§tion. 

Plus preferentiellement. les polypeptides chimeres de Tinvention 
20 comprennent une partie active de type (a). 

La partie active des molecules de Tinvention peut etre couplee a la structure 
stabilisatrice proteique, soit directement, soit par Tintermediaire d'un peptide de 
jonction. De plus, elle peut constituer Textremite N-terminale comme Textremite C- 
terminale de la molecule. Preferentiellement, dans les molecules de I'invention, la 
25 partie active constitue la partie C-terminale de la chim^. 

Comme indique plus haut, la structure stabilisatrice des polypeptides de 
rinvention est essentiellement proteique. 

Preferentiellement, cette structure est un polypeptide possedant une demie- 
vie plasmatique elevee. A titre d*exemple, il peut s'agir d*ime albumine, une 
30 apolipoproteine, une immunoglobuline ou encore une transferrine. D peut egalement 
s'agir de peptides derives de telles proteines par modifications structurales, ou de 
peptides synthetises artificiellement ou semi-artificiellement, et possedant ime 
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demie-vie plasmatique elevee. Par ailleurs, la structure stabilisatrice utilisee est plus 
preferentiellement un polypeptide faiblement ou non-immunogenique pour 
Torganisme dans lequel les polypeptides de Tinvention sont utilises. 

Dans un mode de realisation particulierement avantageux de Tinvention, la 
5 structure stabilisatrice est une albumine ou un variant de Talbumine et par exemple 
la senun-albumine humaine (SAH). II est entendu que les variants de Talbuniine 
designent toute proteine a haute demie-vie plasmatique obtenue par modification 
(mutation, deletion et/ou addition) par les techniques du genie genetique d'un gene 
codant potir un isomorphe donne de la serum-albumine humaine, ainsi que toute 
10 macromolecule a haute demie-vie plasmatique obtenue par modification in vitro de 
la proteine codee par de tels genes. L'albumine etant tres polymorphe, de nombreux 
variants naturels ont deja ete identifies, et plus de 30 types genetiques differents ont 
ete repertories [Weitkamp L.R. et al., Ann. Hum. Genet 22 (1973) 219]. Plus 
preferentiellement, la structure stabilisatrice est une albtunine mature. 

15 A titre d'exeraples on peut citer des polypeptides de Tinvention comportant. 

dans le sens N-terminal — > C-terminal, (i) la sequence de la SAH mature couplee 
directement a la sequence du G-CSF mature (cf. Rgure 1), ou (ii) la sequence du G- 
CSF mature couplee par Tintermediaire d'lm peptide de liaison a la sequence de la 
SAH mature. 

20 Un autre objet de Tinvention conceme tm procede de preparation des 

molecules chimeres decrites ci-avant Plus precisement, ce procede consiste a faire 
exprimer par im hote cellulaire eucaryote ox*, procaryote ime sequence nucleotidique 
codant pour le polypeptide desire, pms a r6colter le polypeptide produit 

Parmi les hotes eucaryotes utilisables dans le cadre de la presente invention, 

25 on peiit citer les cellules animales, les levures, ou les champignons. En particulier, 
s'agissant de levures, on peut citer les levures du genre Saccharomyces. 
Kluweromyces. Pichia. Schwanniomvces. ou Hansenula. S'agissant de cellules 
animales, on peut citer les cellules COS, CHO, C127, etc... Parmi les champignons 
susceptibles tfetre utilises dans la presente invention, on peut citer plus 

30 particulierement Aspergillus ssp. ou Trichoderma ssp. Comme hotes procaryotes, on 
prefere utiliser les bacteries telles que Escherichia coli. ou appartenant aux genres 
Corvnebacterium- Bacillus, ou Streptomyces . 
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Les sequences nucleotidiques utilisables dans le cadre de la presenie 
invention peuvent etre preparees de differentes manieres. Generalement, elles sont 
obtenues en assemblant en phase de lecture les sequences codant pour chacune des 
parties fonctionnelles, du polypeptide. Celles-ci peirvent etre isolees par les 

5 techniques de rhomme de Tart, et par exemple directement a partir des ARN 
messsagers (ARNm) cellulaires, ou par reclonage a partir d'une banque d'ADN 
complementaire (ADNc) isole a partir de cellules productrices, ou encore il peut 
s'agir de sequences nucleotidiques totalement synthetiques. n est entendu de plus que 
les sequences nucleotidiques peuvent egalement etre ulterieurement modifiees, par 

10 exemple par les techniques du genie genetique, pour obtenir des derives ou des 
variants desdites sequences. 

Plus preferentiellement, dans le procede de Tinvention, la sequence 
nucleotidique fait partie d'une cassette rfexpression comprenant une region 
d'initiation de la transcription (region promoteur) permettant, dans les cellules botes, 

15 Texpression de la sequence nucleotidique placee sous son controle et codant pour les 
polypeptides de I'invention. Cette region peut provenir de regions promoteurs de 
genes fortement exprim6s dans la cellule bote utilisee, Texpression etant constitutive 
ou regulable. S'agissant de levures, il peut s'agir du promoteur du gene de la 
phosphoglycerate kinase (EQK). de la glyc6raldehyde-3-phosphate deshydrogenase 

20 (QED), de la lactase (LAC4 ). des enolases (ENO) . des alcools deshydrogenases 
(ADH) . etc... S'agissant de bacteries, il peut s*agir du promoteur des genes droit ou 
gauche du bacteriophage lambda (Pl. Pr), ou encore des promoteurs des genes des 
op&x)ns tryptophane (Ptrp) ou lactose (Plac)- En outre, cette region de controle peut 
etre modifiee, par exemple par mutagenese in vitro, par introduction d'elements 

25 additionnels de controle ou de sequences synthetiques, ou par des deletions ou des 
substitutions des elements originels de controle. La cassette d'expression peut 
egalement comprendre une region de terminaison de la transcription fonctionnelle 
dans I'hote envisage, positionnee immediatement en aval de la sequence 
nucleotidique codant pour m polypeptide de Tinvention. 

30 Dans im mode prefere, les polypeptides de Tinvention resultent de 

Texpression dans un bote eucaryote ou procaryote d'une sequence nucleotidique et de 
la secretion du produit d*expression de ladite sequence dans le milieu de culture. II 
est en effet particulierement avantageux de pouvoir obtenir par voie recombinante 
des molecules directement dans le milieu de culture. Dans ce cas. la sequence 
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nucleotidique codant pour un polypeptide de rinvention est precedee d'une sequence 
"leader" (ou sequence signal) dirigeant le polypeptide naissant dans les voies de 
secretion de Thote utilise. Cette sequence "leader" peut etre la sequence signal 
naturelle du G-CSF ou de la structure stabilisatrice dans le cas ou celle-ci est une 
5 proteine natureUement secretee, mais il peut egalement s'agir de toute autre sequence 
"leader" fonctionnelle, ou d'une sequence "leader" artifidelle. Le choix de Tune ou 
I'autre de ces sequences est notamment guide par I'hote utilise. Des exemples de 
sequences signal fonctionnelles incluent celles des genes des pheromones sexuelles 
ou des toxines "killer" de levures, 

10 En plus de la cassette d'expression, un ou plusieurs marqueurs permettant 

de selectionner I'hote recombine peuvent etre additionnes, tels que par exemple le 
gene URA3 de la levure S. cerevisiae. ou des genes conf erant la resistance a des 
antibiotiques comme la geneticine (G418) ou a tout autre compose toxique comme 
certains ions metalliques. 

15 Uensemble constitu6 par la cassette d'expression et par le marqueur de 

selection peut etre introduit directement dans les cellules hdtes considerees* soit 
insere prealablement dans un vecteur autoreplicatif fonctionnel. Dans le premier cas, 
des sequences homologues a des regions presentes dans le genome des cellules hdtes 
sont preferentiellement additionnees a cet ensemble; lesdites sequences etant alors 

20 positionnees de chaque cote de la cassette d'expression et du gene de selection de 
fa?on a augmenter la frequence d'integration de Tensemble dans le genome de Thote 
en ciblant Tintegration des sequences par recombinaison homologue. Dans le cas ou 
la cassette d'expression est inseree dans im systeme replicatif, un systeme de 
replication pref ere pour les levures du genre Kluyveromvces est derive du plasmide 

25 pKDl initialement isole de K. drosophilarum : un systeme pr§f6re de replication pour 
les levures du genre Saccharomvces est derive du plasmide 2\i de S. cerevisiae. De 
plus, ce plasmide d'expression peut contenir tout ou partie desdits systemes de 
replication, ou peut combiner des elements derives du plasmide pKDl aussi bien que 
du plasmide 2{jl 

30 En outre, les plasmides d*expression peuvent etre des vecteurs navettes 

entre un bote bacterien tel que Escherichia coli et la cellxile hote choisie. Dans ce 
cas, tme origine de replication et tm marqueur de selection fonctionnant dans ITiote 
bacterien sont requises. n est egalement possible de positionner des sites de 
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restriction entoiirant les sequences bacteriennes et xiniques sxir le vecteur 
d*expression: Ceci permet de supprimer ces sequences par coupure et religature in 
vitro du vecteur tronque avant transformation des cellules botes, ce qxii peut resulter 
en line augmentation du nombre de copies et en tme stabilite accrue des plasmides 
5 d'expression dans lesdits botes. Par exemple, de tels sites de restriction peuvent 
correspondre aux sequences telles que 5 -GGCCNNNNNGGCC-3' (SfiD ou 5'- 
GCGGCCGC-3' (Not !) dans la mesure ou ces sites sont extremement rares et 
generalement absents d'un vecteur d'expression, 

Apres construction de tels vecteurs ou cassette d*expression, ceux-ci sont 

10 introduits dans les ceUules botes retenues selon les techniques classiques decrites 
dans la litterature. A cet egard, toute methode permettant d*introduire un ADN 
etranger dans tme cellule peut etre utilisee. II peut s'agir notamment de 
transformation, electroporation, conjugaison, ou toute autre technique connue de 
ITiomme de Tart, A titre d'exemple pour les botes de type levure, les differentes 

15 souches de Kluweromvces utilisees ont ete transformees en traitant les cellules 
entieres en presence d*acetate de lithium et de polyethylene glycol, selon la 
technique decrite par Ito et al. [J. BacterioL 152 (1983) 163]. La technique de 
transformation decrite par Durrens et al. ICurr. Genet Ifi (1990) 7] utilisant 
Tetbylene glycol et le dimethylsulfoxyde a egalement ete utilisee. II est aussi 

20 possible de transformer les levures par Electroporation, selon la methode decrite par 
Karube et al. [FEBS Letters 1S2 (1985) 901. Un protocole altematif est egalement 
decrit en detail dans les exemples qtii suivent. 

Apres selection des cellules transformees, les cellules exprimant lesdits 
polypeptides sont inoculees et la recuperation desdits polypeptides peut etre faite, 

25 soit au cours de la croissance cellulaire pour les procedes "en continu", soit en fin de 
croissance pour les cultures "en lots" ("batch"). Les polypeptides qtii f ont Tobjet de 
la presente invention sont ensuite purines a partir du sumageant de culture en vue de 
leur caracterisation moleculaire, pharmacocinetique et biologique. 

Un systeme d'expression prefere des polypeptides de invention consiste en 
30 Tutilisation des levures du genre Kluweromvces comme cellule bote, transformees 
par certains vecteurs derives du replicon extrachromosomique pKDl initialement 
isole Chez K. mancianus var. drQs<?philarum> Ces levures, et en particulier lactig et 
K. fragilis sont generalement capables de repliquer lesdits vecteurs de f agon stable et 
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possedent en outre Tavantage d'etre incluses dans la liste des organismes G.R,A.S. 
("generally Recognized As Safe"). Des levures privilegiees soat preferentiellement 
des souches industrielles du genre Kluweromvces capables de repliquer de fagon 
stable lesdits plasmides derives du plasmide pKDl et dans lesquels a ete insere un 
5 marqueur de selection ainsi qu'une cassette d'expression permettant la secretion a des 
niveaux eleves des polypeptides de I'invention. 

La presente invention conceme egalement les sequences nucleotidiques 
codant pour les polypeptides chimeres decrits ci-avant, ainsi que les cellules 
recombinantes, eucaryotes ou procaryotes, comprenant de telles sequences. 

10 La presente invention conceme aussi Tapplication a titre de medicament des 

polypeptides selon la presente invention. Plus particulierement, Tinvention a pour 
objet toute composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs polypeptides tel 
que decrit d-avant Plus particulierement, ces compositions peuvent etre titilisees 
dans toutes les situations pathologiques dans lesquelles le nombre et/ou Factivite des 

15 granuloc)^ doivent etre stimulees. Notamment, elles peuvent etre utilisees pour la 
prevention ou le traitement des leukopenies ou de certaines leucemies, ou dans le cas 
de greffes ou de traitement anticancereux, pour renforcer ou lestaurer le systeme 
immimitaire. 

La presente invention sera plus completement decrite a Taide des exemples 
20 qui suivent, qxii doivent etre consideres comme illtistratif s et non limitatif s. 

LISTE PES HOWES 

Les representations des plasmides indiqu6es dans les Figures suivantes ne sbnt pas 
tragees a Techelle et seuls les sites de restriction importants pour la comprehension 
des clonages realises ont ete indiques. 

25 Figure 1 : Sequence nucleotidique du fragment de restriction Hindi n 

du plasmide pYG1259 (chimere prepro-SAH-G.CSF). Les fleches noires indiquent 
la fin des regions "pre" et "pro" de la SAH. Les sites de restriction Mstl l. Apal et 
SstI (Sad ) sont soulignes. La sequence peptidique du G-CSF est en italique 
(Thr586->Pro759. la numerotation des acides amines correspond a la proteine 

30 chimere mature). 
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Figure 2 : Schematisation des chimeres du type SAH-G.CSF (A), du 
type G.CSF-SAH (B) ou G.CSF-SAH-G.CSF (C). Abreviations utUisees : M/LP, 
methionine initiatrice de la traduction, eventuellement suivie d'une sequence signal 
de secretion; SAH, serum-albumine humaine mature ou un de ses variants; G.CSF, 
5 peptide derive du G-CSF et ayant une activite identique ou modifiee. La fleche noire 
indique Textremite N-terminale de la proteine mature. 

Figures : Carte de resuiction du plasmide pYGlOS et strategic de 
construction des plasmides d*expression des proteines chimeres de la presente 
invention. Abreviations utilisees: P, promoteur transcriptionnel; T. terminateur 
10 transcriptionnel; IR, sequences repetees inversees du plasmide pKDl; LPSAHi 
region "prepro" de la SAH; Ap^ et Km^ designent respectivement les genes de 
resistance a I'ampicilline (E. coli) et au G418 (levures). 

Figure 4 : Caracterisation du materiel secrfete aprfes 4 jours de culture 
(erlenmeyOT) de la souche CBS 293,91 transformee par les plasmides pYG1266 
15 (plasmide d'expression d'une chimere du type SAH-G.CSF) et pKan707 (plasmide 
controle), Dans cette experience les resultats des panneaux A, B, et C ont ete migre$ 
sur le meme gel (SDS-PAGE 8,5 %) puis traites separemment 

A, coloration au bleu de coomassie; standard de poids moleculaire (piste 2) ; 
sumageant equivalent a 100 ^1 de la culture transform^ par les plasmides pKan707 

20 en milieu YPL (piste l),oupYG1266 en milieu YPD (piste 3) ouYPL (piste 4). 

B, caracterisation immunologique du materiel secret6 apr& utilisation 
d'anticorps primaires dirig6s contre le G-CSF humain: meme legende qu'en A. 

C, caracterisation immunologique du materiel secrete apres utilisation 
d'anticorps primaires diriges contre ralbumine humaine: meme 16gende qu'en A, 

25 Figures : Sequence nucleotidique du fragment de restriction Hind lU 

du plasmide pYG1301 (chimere G,CSF-Gly4-SAH). Les fleches noires indiquent la 
fin des regions "pre" et "pro" de la SAH. Les sites de restriction Apal . SstI (Sad ) et 
Mali sont soulignes. Les domaines G.CSF (174 residus) et SAH (585 residus) sont 
separes par le linker synthetique GGGG. La numerotation des acides amines 

30 corresponds a la proteine chimere G.CSF-Gly4-SAH mature (763 residus). La 
sequence nucleotidique comprise entre le codon de terminaison de la traduction et le 
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site Hindi n provient de I'ADN complementaire (cDNA) de la SAH tel que decrit 
dans la demande de brevet EP 361 991. 

Figure 6 : Caracterisation du materiel secrete apres 4 jours de culture 
(erlenmeyers en milieu YPD) de la souche CBS 293.91 transformee par les 
5 plasmides pYG1267 (chimere SAH-G.CSF) , pYG1303 (chimere G.CSF.Gly4-S AH) 
et pYG1352 (chimere SAH-Gly4-G.CSF) apres migration sur gel SDS-PAGE 
8^ %. 

A. coloration au bleu de coomassie; sumageant equivalent a 100 (il de la 
culture transformee par les plasmides pYG1303 (piste 1), pYG1267 (piste 2) ou 

10 pYG1352 (piste 3) ; standard de poids moleculaire (piste 4). 

B, caracterisation immunologique du materiel secrete apres utilisation 
d'anticorps primaires dirig& contre le G-CSF humain : meme legende qu'en A. 

Figure 7 : Activite sur la proliferation cellxdaire in vitro de la lignfee 
murine NFS60. La radioactivite (^H-thymidine) incorporee dans les noyaux 
15 cellulaires apres 6 heures d'incubation est representee en ordonnee (cpm) ; la 
quantite de produit indiquee en abscisse est exprimee en molarity (umtes arbitraires). 

Figure 8 : Activite sur la granulopoiese in vivo chez le rat Le nombre de 
neutrophiles (moyenne de 7 animaux) est indiquee en ordonnee en fonction du 
temps. Les produits testes sont la chimere SAH-G.CSF (pYG1266, 4 ou 40 
20 mg/rat^our), le G-CSF reference (10 mg/rat^our), la SAH recombinante purifiee a 
partir de sumageant de Kluyveromyces lactis (rHSA, 30 mg/rat^our. cf. EP 
361 991), ou du serum physiologique, 

TECHNIQUES GENERALES DE CLONAGE 

25 Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 

extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique 
en gradient de chlorure de cesiimi, Telectrophorese sur gels d'agarose ou 
tfacrylamide, la purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction 
de proteines au phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu 

30 salin par de Tethanol ou de Tisopropanol, la transformation dans Escherichia coH 
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etc... sont bien connues de Fhomme de metier et sont abondament decrites dans la 
litterature [Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982 ; Ausubel F.M. et al. 
(eds), "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 
5 1987]. 

Les enzymes de restriction ont ete foumies par New England Biolabs 
(Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham et sont utilisees 
selon les recommandations des foumisseurs. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
10 d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont separes selon leur taille par 
electrophorese en gels d'agarose ou tfacrylamide, extraits au phenol ou par im 
melange phenol/chloroforme, precipites a T^thanol puis incubes en presence de 
r ADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du foumisseur. 
15 Le remplissage des extremites 5' proeminentes est effectue par le fragment de 

Klenow de TADN Polymerase I d'E.££2li (Biolabs) selon les specifications du 
foumisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est effectuee en presence 
de TADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 
fabricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est effectuee par un 
20 traitement menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques est 
effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 12 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

L'amplification eniymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 
25 PCR [Eolymerase-catalyzed £hain Eeaction. Saiki R.IC et al., Science 22Q (1985) 
1350-1354; Mullis K.B. et Faloona F.A,, Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] est 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant 

La verification des sequences nucleotidiques est effectuee par la methode 
30 developpee par Sanger et ah [Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 74 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 

Les transformations de K. lactis avec TADN des plasmides d'expression des 
proteines de la presente invention sont effectuees par toute technique connue de 
rhomme de I'art, et dont un exemple est donne dans le texte. 
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Sauf indication contraire, les souches bacteriennes utilisees sont E. coli 
MC1060 (kcIPOZYA, X74, galU. galK. strAO, ou E. coli TGI (kc pmA3. SipE. 
IhL Il5dD5 / FlmD36, EmA+B+. hcl% MZ, M15). 

Les souches de levures utilisees appartiennent aux levures bourgeonnantes et 
5 plus particulierement aux levures du genre Kluweromvces. Les souche J^r i^CtiS 
MW98-8C (a, uraA. ^rg. 1^ K+, pKDl**) et K. lactis CBS 293.91 ont ete 
particulierement utilisees ; un echantillon de la souche MW98-8C a ete depose le 
16Septembre 1988 au Centraalbureau voor Schinimelkulturen (CBS) a Baam 
(Pays-Bas) ou il a ete enregistre sous le numero CBS 579.88. 
10 Les souches de levures transformees par les plasmides d'expression codant 

pour les proteines de la presente invention sont cultivees en erienmeyers ou en 
fermenteurs pUotes de 21 (SETRIC, France) a 28^C en miHeu riche (YPD : 1 % 
yeast extract, 2 % Bactopeptone, 2 % glucose ; ou YPL : 1 % yeast extract. 2 % 
Bactopeptone, 2 % lactose) sous agitation constante. 

15 EXEMPLE 1 : CONSTRUCTION D UN FRAGMENT DE RESTRICTION 
MST II /mND III INCLUANT LA PARTIE MATURE DU G-CSF HUMAIN 

Un fragment de restriction MstU- Hindl ll incluant la forme mature du G-CSF 
humain est gen6re. par exemple selon la strategie suivante : un fragment de 
restriction Kpnl -Fin^iin est d'abord obtenu par la technique tfamplification 

20 enzymatique PCR en utilisant les oligodeoxynudfetides Sq2291 (5'- 
CAAGGATCCAA2£EICAGGGCTGCGCAAGGTGGCGTAG-3\ le site Hindin 
est souUgne) et Sq2292 (y-CGG^ifilMCn^AGGCrrAACCCCCCrG- 
GGCCCrGCCAGC-3\ le site Kpnl est soiiligne) comme amorce sur le plasmide 
BBG13 ^rvant comme matrice. Le plasmide BBG13 comporte le gene codant pour 

25 la forme B (174 acides amines) du G-CSF mature humain, obtenu auprte de British 
Bio-technology Limited, Oxford, England. Le produit ^amplification enzymatique 
tfenviron 550 nucleotides est ensuite digere par les enzymes de restriction Kpnl et 
Hindm et clone dans le veaeur pUC19 coupe par les memes enzymes, ce qui genere 
le plasmide recombinant pYG1255. Ce plasmide est la source d'un fragment de 

30 restriction Mstll- ffinriTTT ^ dont la sequence est incluse dans celle de la Figure 1. Un 
fragment de restriction Mstn -Hind UI codant pour la meme sequence polypeptidique 
peut egalement etre genere par la technique ^amplification PCR a partir des cDNA 
correspondants, dont la sequence est connue [Nagata S. et al., EMBO J. 5 (1986) 
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575-581]. Ces cDNA peuvent etre isoles par les techniques de rhomme de I'arf, par 
exemple en utilisant le kit distribue par Amersham, a partir d'une lignee cellulaire 
humaine exprimant ie G-CSF, et par exemple la lignee cellulaire CHU-2 de 
carcinome humain [Nagata et al.. Nature 212 (1986) 415-418]. 

5 II peut etre egalement souhaitable d'inserer un linker peptidique entre la 

partie SAH et G-CSF, par exemple pour permettre une meilleure presentation 
fonctionnelle de la partie transductrice. Un fragment de restriction Mstl X- Hind UI est 
par exemple genere par substitution du fragment Mst ll- Apal de la Figure 1 par les 
oligodeoxynucleotides Sq2742 (5'-lTAGGCTTA GGTGGTGGCGGT ACCCCCC- 

10 TGGGCC-3\ les codons codant potir les residus glycine de ce linker particulier sont 
soulignes) et Sq2741 (S'-CAGGGGGGTACCGCCACCACCTAAGCC-SO qui 
forment en s'appariant un fragment MstH- Apa L Le plasmide pYG1336 ainsi genere 
comporte done un fragment de restriction Mstn-iJindlll, dont la sequence est 
identique a celle de la Figure 1 a I'exception du fragment Mstll- ApaL 

15 EXEMPLE 2 : FUSIONS EN PHASE TRADUCTIONNELLE ENTRE LA 
SAH ET LE G-CSF HUMAIN 

E.2.1. Fusion traducdonneUe du type SAH-G.CSF. 
Le plasmide pYG404 est decrit dans la demande de brevet HP 361 991. Ce 
plasmide comporte im fragment de restriction Hindin codant pour le gene de la 

20 prepro-SAH precede des 21 nucleotides naturellement presents immediatement en 
amont de TATG initiateur de traduction du gdne PGK de S. cerevisiae . Plus 
particulierement, ce fragment comporte un fragment de restriction Hindl U-Mstll 
correspondant a la totalite du gene codant pour la prepro-SAH k Texception des trois 
acides amines les plus C-terminaux (residus leucine-glycine-leucine). La ligature de 

25 ce fragment avec le fragment Mstll-Hindm du plasmide pYG1255 permet de 
generer le fragment Hindlll du plasmide pYG1259 qui code pour une proteine 
chimere dans laquelle la forme B du G-CSF mature est positionnee par couplage 
genetique en phase traductionnelle en C-terminal de la molecule de SAH. La 
sequence nucleotidique de ce fragment de restriction est donnee a la Figure 1, ainsi 

30 que la sequence polypeptidique de la chimere correspondante (SAH-G.CSF, of. 
Figure 2. panneau A). 

Un fragment de restriction Hind lll identique k Texception du fragment Mst ll- 
Apal peut egalement etre facilement genere et qui code pour uine proteine chimere 
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dans laquelle la forme B du G-CSF mature est positionnee par couplage genetique 
en phase traductionnelle en C-terminal de la molecixle de SAH et d'un linker 
peptidique particulier. Par exemple ce linker est constitue de 4 residus glycine dans 
le fragment Hindm du plasmide pYG1336 (chimere SAH-GIy4-G,CSF, cf. Figure 

5 2,panneauA). 

E.2.2. Fusion traductionndle du type G.CSF-SAH. 
Dans un mode realisation particulier, les techniques combinees de 
mutagenese dirigee et d'amplification PGR permettent de construire des genes 
hybrides codant pour une proteine chimere (Figure 2, paimeau B) resultant du 

10 couplage traductionnel entre un peptide signal (et par exemple la region prepro de la 
SAH), une sequence incluant im gene ayant xme activite G-CSF, et la forme mature 
de la SAH ou un de ses variants moleculaires. Ces genes hybrides sont 
preferentiellement boides en 5' de FATG initiateur de traduction et en 3' du codon de 
fin de traduction par des sites de restriction HinsillL Par exemple I'oligodeoxy- 

15 nucleotide Sq2369 (5*-GTrCTACGCCACCTTGCGCAGCC CGGTGGAGGCGGT> 
GATGCACAGAAGAGTGAGGTTGCTCATCGG-y, les residus souUgnes 
(optionnels) correspondent dans cette chimere particulifire k un linker peptidique 
compose de 4 residus glycine) permet par mutagenese dirigee de mettre en phase 
traductionelle la forme mature du G-CSF humain du plasmide BBG13 

20 immediatement en amont de la forme mature de la SAH, ce qui genere le plasmide 
intermediaire A. De fagon similaire, I'utilisation de Toligodeoxynucleotide Sq2338 
rS' -CAGGGAGCTGGCAGCTGCCCAGGGGGGT TCGACGAAACACACCCCTG. 
GAATAAGCCGAGCr-3' (brin non codant), les nucleotides complementaires aux 
nucleotides codant poiir les premiers residus'N-terminaxix de la forme mature du G- 

25 CSF htmiain sont soulignes] permet par mutagenese dirigee de coupler en phase 
traductionnelle de lecture la region prepro de la SAH immediatement en amont de la 
forme mature du G-CSF humain, ce qui genere le plasmide int^tnediaire B. On 
genere ensuite le fragment Hindl ll de la Figure 5 en associant le fragment Hindl ll- 
SstI du plasmide B (jonction region prepro de la SAH + fragment N-terminal du 

30 GCSF mature) avec le fragment Sstf-ifindHI du plasmide A [jonction G-CSF 
mature-(glycine)x4-SAH mature]. Le plasmide pYG1301 contient ce fragment de 
restriction HindUI particxilier codant pour la chimere G.CSF-Gly4"SAH fusionnee 
immediatement en aval de la region prepro de la SAH. 
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E.2.3. Fusion traductionnelle du type G.CSF-SAH-G.CSF. 

Ces memes techniques de rnutagenese dirigee et d*amplification de TADN in 
viiTQ permettent de construire des genes hybrides dans lesquelles line sequence 
codant pour une activite G-CSF est couplee aux extremites N- et C- terminales de la 
5 SAH ou un de ses variants moleculaires (Figure 2, panneau C). Ces genes hybrides 
sont preferentiellement bordes en 5* de TATG initiateur de traduction et en 3' du 
codon de fin de traduction par des sites de restriction Hind in. 

EXEMPLE 3 : CONSTRUCTION DES PLASMIDES D'EXPRESSION 

Les proteines chimeres des exemples precedents peirvent etre exprimees dans 

10 les levures a partir de promoteurs fonctionnels, regulables ou constitutifs, tels que, 
par exemple, ceux presents dans les plasmides pYGlOS (promoteur LAC4 de 
KlvYYgTT?TT)yCfyr laais). pYG106 (promoteur PGK de Saccharpnivces cerevisiae) . 
pYG536 (promoteur PH05 de S. cerevisiae> . ou des promotexir hybrides tels que 
ceux portes par les plasmides decrits dans la demande de brevet EP 361 991. 

15 Par exemple. le fragment de restriction HmdlU du plasmide pYG1259 est 

clone dans I'orientation productive dans le site de restriction HindUI du plasmide 
d'expression pYGlOS, ce qui genere le plasmide tfexpression pYG1266 (Figure 3). 
Le plasmide pYGlOS corresponds au plasmide pKan707 d6crit dans la demande de 
brevet EP 361 991 dans lequel le site de restriction Hindm a et6 detruit par 

20 mutagfenese dirigee (oligodeoxynucleotide Sql053: 5'-GAAATGCATAAGCTC- 
TrGCCATrCTCACCG-3') et dont le fragment Sail-Sari codant pour le gene 
1IEA3 a ete remplace par un fragment de restriction Sall -SacI comportant le 
promoteur LAC4 (sous la forme d'un fragment Sall -Hind in> et le terminateur du 
gene EQK de S. cerevisiae (sous la forme d*un fragment HindU I -Sacn , Le plasmide 

25 pYGlOS est mitotiquement tres stable en Tabsence de genetidne (G418) et permet 
rfexprimer la proteine chimere a partir du promoteur LAC4 de K. lactigs. notamment 
quand la source carbonnee est du lactose. Dans une autre exemplification, le clonage 
dans Torientation productive du fragment de restriction Hind m du plasmide 
pYG1259 dans le site flindin du plasmide pYG106 genere le plasmide d'expression 

30 pYG1267. Les plasmides pYG1266 et pYG1267 sont isogeniques entre eux a 
Texception du fragment de restriction Sall- Hind lll codant pour le promoteur LAC4 
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de K. lactis (plasmide pYG1266) ou le promoteur PQK de S. c^rgvisiiag (plasmide 
pYG1267). 

Dans une autre exemplification, le clonage dans I'orientation prcxiuctive du 
fragment de restriction Hindm du plasmide pYG1336 (chimere SAH-GIy4-G.CSF, 
5 cf. E.2.1.) dans le site Hin^tH des plasmides pYGlOS et pYG106 genere les 
plasmides tfexpression pYG1351 et pYG1352, respectivement. 

De meme, le clonage dans Torientation productive du fragment de restriction 
Hindm du plasmide pYG1301 (chimere G.CSF-Gly4-SAH, cf. E.2,2.) dans le site 
Hindm des plasmides pYGlOS et pYG106 genere les plasmides d'expression 
10 pYG1302 et pYG1303, respectivement 

EXEMPLE 4 : TRANSFORMATION DES LEVURES 

La transformation des levures appartenant au genre Kluweromvces. et en 
particulier les souches MW98-8C et CBS 293.91 de K. lactis. s'effectue par exemple 
par la technique de tiaitement des cellules entieres par de I'acetate de lithium (Ito H. 
15 et al., J. BacterioL 152 (1983) 163-168). adaptee comme suit La croissance des 
cellules se fait i 28**C dans 50 ml de milieu YPD, avec agitation et jusqu'a une 
densite optique a 600 nm (DOgQO) comprise entre 0.6 et 0.8 ; les cellides sont 

recoltees par centrifugation a f aible vitesse. lavees dans une solution sterile de TE 
(10 mM Tris HCl pH 7,4 ; 1 mM EDTA), resuspendues dans 3-4 ml d'acetate 
20 lithium (0,1 M dans du TE) pour obtenir une densite cellulaire d' environ 2 x 10^ 
cellules/ml, puis incubees a 30°C pendant 1 heure sous agitation mod&ee. Des 
aliquotes de 0,1 ml de la suspension resultante de cellides competentes sont incubes 
a 30°C pendant 1 heure en presence d' ADN tt a une concentration finale de 35 % de 
polyethylene glycol (PEG4000» Sigma).* Apres un choc thermique de 5 minutes a 

25 42°C. les cellules sont lavees 2 fois, resuspendues dans 0,2 ml d'eau st6rile et 
incubees 16 heures a 28**C dans 2 ml de milieu YPD pour permettre Te^qn^ssion 
phenotypique de la fusion ORFl-APH exprimee sous controle du promoteur Pfci ; 

200 jil de la suspension cellulaire sont ensuite etal6s sur boites YPD selectives 
(G418, 200 jig/ml). Les boites sont mises a incuber a 28^*0 et les transformants 
30 apparaissent apres 2 a 3 joiirs de croissance cellulaire. 
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EXEMPLE 5 : SECRETION DES CHIMERES 

Apres selection siir milieu riche supplemente en G418 les clones 
recombinants sont testes pour leur capacite a secreter la forme mature des proteines 
chimeres entre SAH et G-CSF. Quelques clones correspondant a la souche K. lactis 
5 CBS 293.91 transformee par les plasmides pYG1266 ou pYG1267 (SAH-G.CSF), 
pYG1302 ou pYG1303 (G.CSF-Gly4-SAH) ou encore pYG1351 ou pYG1352 
(SAH-Gly4-G,CSF) sont mis a incuber en milieu liquide complet selectif a 28°C. 
Les sumageants cellulaires sont alors testes apres electrophorese en gel d'acrylamide 
a 8.5%, soit direaement par coloration du gel d'acrylamide par du bleu de 

10 coomassie (Figure 4, panneau A), soit apres immtinoblot en utilisant comme 
anticorps primaires des anticorps polyclonaux de lapin specifiquement diriges centre 
le G-CSF humain, ou contre la SAH. Lors des experiences de detection 
immunologique, le filtre de nitnxellulose est d'abord incube en presence de 
Tanticorps specifique, lave plusieurs fois, incube en presence d'anticorps de chevre 

15 anti-lapin biotinyles, puis incube en presence d*un complexe avidine-peroxydase en 
utaisant le "kit ABC" distribue par Vectastain (Biosys S.A., Compidgne, France). La 
reaction immxmologique est ensuite rfevelee par addition de diamino-3,3' benzidine 
tetrachlorydrate (Prolabo) en presence d'eau oxygenee, selon les recommandations 
du foumisseur. Les resultats de la Figure 4 demontrent que la proteine hybride SAH- 

20 G.CSF est recormue a la fois par des anticorps diriges contre Talbumine humaine 
(panneau C) et le G-CSF humain (panneau B). Les resultats de la Figure 6 indiquent 
que la chimere SAH-Gly4-G.CSF (piste 3) est particulierement bien secretee par la 
levure Kluweromyces. possiblement du fait que la presence du linker peptidique 
entre partie SAH et partie G-CSF est plus favorable a un repliement independent de 

25 ces 2 parties lors du transit de la chimere dans la voie secretoire, De plus la fusion N- 
terminate (G.CSF-Gly4-SAH) est egalement secretee par la levure Kluweromyces 
(Figure 6, piste 1). 

EXEMPLE 6 : PURIFICATION ET CARACTERISATION MOLECULAIRE 
DES PRODUITS SECRETES 

30 Apres centrifugation d'une culture de la souche CBS 293.91 transformee par 

les plasmides ^expression selon Texemple 3, le sumageant de culture est passe a 
travers un filtre de 0,22 mm (Millipore). puis concentre par ultrafiltration (Amicon) 
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en utilisant une membrane dont le seuil de discrimination se situe a 30 kDa. Le 
concentrat obtenu est alors ajuste a 50 mM Tris HCl a partir d'lme solution stock de 
Tris HCl IM (pH 6), puis depose par fractions de 20 ml sur une colonne (5 ml) 
echangeuse d'ions (Q Fast Flow, Pharmacia) equilibree dans le meme tampon. La 

5 proteine chimere est alors eluee de la colonne par tm gradient (0 a 1 M) de NaCL Les 
fractions contenant la proteine chimere sont alors reunies et dialysees contre une 
solution de Tris HCl 50 mM (pH 6) et redeposees sur coloime Q Fast Flow (1 ml) 
equilibree dans le meme tampon. Apres elution de la colonne, les fractions contenant 
la proteine sont reimies, dialysees contre de Teau et lyophilisees avant caracte- 

10 risation: par exemple, le sequengage (Applied Biosystem) de la proteine SAH-G.CSF 
secretee par la levure CBS 293,91 donne la sequence N-terminale attendue de la 
SAH (Asp-Ala-His...), demontrant tme maturation coirecte de la chimere immedia- 
tement en C-terminal du doublet de residus Arg-Arg de la region "pro" de la SAH 
(Figure 1). 

15 EXEMPLE 7 : ACTIVITE BIOLOGIQUE DBS CHIMERES ENTRE SAH ET 
G-CSF 

E.7^L ActivitebiologiqueiQ.atn2- 

Les chimeres purifiees selon Texemple 6 sont testees pour leur capacite a 
permettre la proliferation in vitro de la lignee murine IL3-dependante NFS60, par 
mesure de Tincorporation de thymidine tritiee essentiellement selon le protocole 
decrit par Tsuchiya et al. [Proc. NatL Acad, ScL (1986) fii 7633]. Pour chaque 
chimere, les mesures sont realisees entre 3 et 6 fois dans un test trois points (tiois 
dilutions du produit) dans ime zone ou la relation entre quantite de prodtiit actif et 
incorporation de thymidine marquee (Amersham) est lineaire. Dans chaque plaque 
de microtitration. Tactivite tfun produit reference constitue de G-CSF humain 
recombinant exprime dans des cellules mammiferes est egalement S3^ematiquement 
incorpore. Les resultats de la Figure 7 demontrent que la chimere SAH-G.CSF 
(pYG1266) secretee par la levure Kluweromvces est capable in vitro de transduire 
vn signal de proliferation cellulaire pour la lignee NFS60. Dans ce cas particulier, 
Tactivite specifique (cpm/molarite) de la chimere est environ 7 fois plus faible que 
celle du G-CSF reference (non couple). 



25 



wo 93/15211 



PCr/FR93/00086 



19 

E.7.2. Activite in vivo 

L'activite de stimulation des chimeres SAH/G-CSF sur la granulopoiese in 
vivo est testee apres injection sous-cutanee chez le rat (Sprague-Dawley/CD, 250-^ 
300 g. 8-9 semaines) et comparee a celle du G-CSF reference exprime a partir de 

5 cellules de mammifere. Chaque produit, teste a raison de 7 animaux, est injecte par 
voie sous-cutanee en region dorso-scapulaire a raison de 100 ml pendant 7 jours 
consecutifs 01-J7). 500 ml de sang sont recueillis aux jours J-6, 32 (avant la 2^^^ 
injection), J5 (avant la 5^"^® injection) et J8, et une numeration sanguine est 
effectuee. Dans ce test, l'activite specifique (unites de neutropoiese/mole injectee) de 

10 la chimere SAH-G.CSF (pYG1266) est identique a celle du G-CSF reference 
(Figure 8), Puisque cette chimere particidiere possede in vitro tme activite specifique 
7 fois plus faible que celle du G-CSF reference (Figure 7), il est done demontre que 
le couplage genetique du G-CSF sur la SAH en modifie favorablement les propri6t6s 
pharmacocinedques. 
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REVENDICATIONS 

1. Polypeptide recombinant comportant une partie active constituee par tout 
ou partie du G-CSF ou d'un variant du G-CSF couple a une stnicture stabilisatrice 
esseniiellement proteique. 

5 2. Polypeptide selon la revendication 1 caracterise en ce que la partie active 

presente \me structure choisie parmi : 

(a) la sequence peptidique comprise entre les residus Thr586-Pro759 de la 
sequence doimee sur la Figure 1, 

(b) une partie de la structure peptidique (a) ayant conserve Tactivite 
10 biologique du G-CSF, et, 

(c) une structure derivee des structures (a) ou (b) par modifications 
structurales (mutation, substitution, addition et/ou delation d*un ou plusieurs 
residus), et ayant conserve Tactivite biologique du G-CSF, ou une activite modifiee. 

3. Polypeptide selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que la partie 
15 active est couplee a Textremite N-terminale de la structure stabilisatrice. 

4. Polypeptide selon la revendication 1, 2 ou 3 caracterise en ce que la 
partie active est couplee a Fextremite C-terminale de la structure stabilisatrice. 

5. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 4 caracterise en ce que la 
structure stabilisatrice est im polypeptide possedant une demie-vie plasmatique 

20 elevee. 

6. Polypeptide selon la revendication 5 caracterise en ce que le polypeptide 
possedant xine demie-vie plasmatique elevee est une proteine telle qu*une albumine, 
xme apolipoproteine, une immunoglobuline ou encore ime transferine. 

7. Polypeptide selon la revendication 5 caracterise en ce que le polypeptide 
25 possedant une demie-vie plasmatique elevee est derive par modification(s) 

structurale(s) (mutation, substitution, addition et/ou deletion d'un ou plusieurs 
residus, modification chimique) d'une proteine selon la revendication 6. 
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8. Polypeptide selon I'une des revendications 5 a 7 caracterise en ce que la 
structure stabilisatrice est un polypeptide faiblement ou non-immunogenique pour 
rorganisme dans lequel il est utilise. 

9. Polypeptide selon la revendication 5 caracterise en ce que la structure 
5 stabilisatrice est une albiunine ou un variant de Talbxiniine. 

10. Sequence nucleotidique codant pour un polypeptide selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 9. 

11. Sequence nucleotidique selon la revendication 10 caracterisee en ce 
qu'elle comprend une sequence "leader" permettant la secretion du polypeptide - 

10 exprime. 

12. Cassette d'expression comprenant une sequence nucleotidique selon 
Tune des revendications 10 ou 11 sous le controle d'une region ^initiation de la 
transcription et eventuellement rfune region de terminaison de la transcription. 

13. Plasmide autoreplicatif comportant une cassette d*e;q)ressiQn selon la 
15 revendication 12. 

14. Cellule recombinante eucaryote ou procaryote dans laquelle a ete insere 
une sequence nucltotidique selon Tune des revendications 10 ou 11 ou une cassette 
d'expression selon la revendication 12 ou un plasmide selon la revendication 13. 

15. Cellule recombinante selon la revendication 14 caracterisee en ce qu'il 
20 s'agit d'une levure. d*une cellule animale, dHm champignon ou d'une bactaie, 

16. Cellule recombinante selon la revendication 15 caracterisee en ce qu'il 
s'agit tfime levure. 

17. Cellule recombinante selon la revendication 16 caracterisee en ce qu'il 
s'agit d'une levure du genre Saccharomvces ou Kluweromvces . 

25 18. Procede de preparation d'un polypeptide tel que defini dans Time des 

revendications 1 a 9 caracterise en ce que Ton cultive une cellule recombinante selon 
I'une des revendications 14 a 17 dans des conditions d'expression, et on recupere le 
polypeptide produit 
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19. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs polypeptides 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 9. 

20. Composition phartnaceutique selon la revendication 19 destinee a etre 
utilisee dans toutes les situations pathologiques dans lesquelles le nombre et/ou 

5 I'activite des granulocytes doivent etre stimulees. 

21. Composition pharmaceutique selon la revendication 20 destinee a la 
prevention ou au traitement des leukopenies ou de certaines leucemies. 



10 



22. Composition pharmaceutique selon la revendication 20 utilisable dans le 
cas de greff es ou de traitement anticancereux, pour restaurer le systeme immunitaire. 
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SgQ. TP NO : 1 



TYPEDE SEQUENCE: 
LONGUEUR : 
NOMBRE DE BRINS : 
CONFIGURATION : 
TYPEDE MOLECULE: 

ORIGINE : 



Nucltotide et sa proteine correspondante 
2382 nucleotides 

1. 

Lin^aire 

Fragment de restriction Hindl D du plasmide d'cxpression pYG1259 
(chimfere G.CSF-SAH) 
Recombinaisons g6n6tiques in vitro 



AAGCT TTACAACAAA TATAAAAACA ATG AAG TGG GTA ACC TTT ATT TCC CTT CTT TTT CTC TTT 

Met Lys Trp Val Thr Phe lie Ser Leu Leu Phe Leu Phe -12 



AGC 
Ser 


TCG 
Ser 


GCT 
Ala 


TAT 
Tyr 


TCC 
Ser 


AGG 
Arg 


GGT 
Gly 


GTG TTT CGT CGA GAT GCA CAC AAG AGT GAG GTT GCT CAT 
Val Phe Arg Arg Asp Ala His Lys Ser Glu Val Ala His 


9 


CGG 
Arg 


TTT 
Phe 


AAA 
Lys 


GAT 
Asp 


TTG 
Leu 


GGA 
Gly 


GAA 
Glu 


GAA AAT TTC AAA GCC TTG GTG TTG ATT GCC TTT GCT CAG 
Glu Asn Phe Lys Ala Leu Val Leu He Ala Phe Ala Gin 


29 


TAT 
Tyr 


CTT 
Leu 


CAG 
Gin 


CAG 
Gin 


TGT 
Cys 


CCA 
Pro 


TTT 
Phe 


GAA GAT CAT GTA AAA TTA GTG AAT GAA GTA ACT GAA TTT 
Glu Asp His Val Lys Leu Val Asn Glu Val Thr Glu Phe 


49 


GCA 
Ala 


AAA 
Lys 


ACA 
Thr 


TGT 
Cys 


GTT 
Val 


GCT 
Ala 


GAT 
Asp 


GAG TCA GCT GAA AAT TGT GAC AAA TCA CTT CAT ACC CTT 
Glu Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys Ser Leu His Thr Leu 


69 


TTT 
Phe 


GGA 
Gly 


GAC 
Asp 


AAA 
Lys 


TTA 
Leu 


TGC 
Cys 


ACA 
Thr 


GTT GCA ACT CTT CGT GAA ACC TAT GGT GAA ATG GCT GAC 
Val Ala Thr Leu Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala Asp 


89 


TGC 
cys 


TGT 

Cys 


GCA 
Ala 


AAA 
Lys 


CAA 
Gin 


GAA 
Glu 


CCT 
Pro 


GAG AGA AAT GAA TGC TTC TTG CAA CAC AAA GAT GAC AAC 
Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gin His Lys Asp Asp Asn 


109 


CCA 
Pro 


AAC 
Asn 


CTC 
Leu 


CCC 
Pro 


CGA 
Arg 


TTG 
Leu 


c?rG 

Val 


AGA CCA GAG GTT GAT GTG ATG TGC ACT GCT TTT CAT GAC 
Arg Pro Glu Val Asp Val Met Cys Thr Ala Phe His Asp 


129 


AAT 
Asn 


GAA 
Glu 


GAG 
Glu 


ACA 
Thr 


TTT 
Phe 


TTG 
Leu 


AAA 
Lys 


AAA TAG TTA TAT GAA ATT GCC AGA AGA CAT CCT TAC TTT 
Lys Tyr Leu Tyr Glu He Ala Arg Arg His Pro Tyr Phe 


149 


TAT 
Tyr 


GCC 
Ala 


CCG 
Pro 


GAA 
Glu 


CTC 
Leu 


CTT 
Leu 


TTC 
Phe 


TTT GCT AAA AGG TAT AAA GCT GCT TTT ACA GAA TGT TGC 
Phe Ala Lys Arg Tyr Lys Ala Ala Phe Thr Glu Cys Cys 


169 


CAA 
Gin 


GCT 
Ala 


GCT 
Ala 


GAT 
Asp 


AAA 
Lys 


GCT 
Ala 


GCC 
Ala 


TGC CTG TTG CCA AAG CTC GAT GAA CTT CGG GAT GAA GGG 
Cys Leu Leu Pro Lys Leu Asp Glu Leu Arg Asp Glu Gly 


189 


AAG 
Lys 


GCT 
Ala 


TCG 
Ser 


TCT 
Ser 


GCC 
Ala 


AAA 
Lys 


CAG 
Gin 


AGA CTC AAG TGT GCC AGT CTC CAA AAA TTT GGA GAA AGA 
Arg Leu Lys Cys Ala Ser Leu Gin Lys Phe Gly Glu Arg 


209 


GCT 
Ala 


TTC 
Phe 


AAA 
Lys 


GCA 
Ala 


TGG 
Trp 


GCA 
Ala 


GTA 
Val 


GCT CGC CTG AGC CAG AGA TTT CCC AAA GCT GAG TTT GCA 
Ala 'Arg Leu Ser Gin Arg Phe Pro Lys Ala Glu Phe Ala 


229 


GAA 
Glu 


GTT 
Val 


TCC 
Ser 


AAG 
Lys 


TTA 
Leu 


GTG 
Val 


ACA 
Thr 


GAT CTT ACC AAA GTC CAC ACG GAA TGC TGC CAT GGA GAT 
Asp Leu Thr Lys Val His Thr Glu Cys Cys His Gly Asp 


249 


CTG 
Leu 


CTT 
Leu 


GAA 
Glu 


TGT 
Cys 


GCT 
Ala 


GAT 
Asp 


GAC 
Asp 


AGG GCG GAC CTT GCC AAG TAT ATC TGT GAA AAT CAA GAT 
Arg Ala Asp Leu Ala Lys Tyr He Cys Glu Asn Gin Asp 


269 


TCG 
ser 


ATC 
lie 


TCC 
Ser 


AGT 
Ser 


AAA 
Lys 


CTG 
Leu 


AAG 
Lys 


GAA TGC TGT GAA AAA CCT CTG TTG GAA AAA TCC CAC TGC 
Glu Cys Cys Glu Lys Pro Leu Leu Glu Lys Ser His cys 


239 


ATT 
He 


GCC 
Ala 


GAA 
Glu 


GTG 
Val 


GAA 
Glu 


AAT 
Asn 


GAT 
Asp 


GAG ATG CCT GCT GAC TTG CCT TCA TTA GCT GCT GAT TTT 
Glu Met Pro Ala Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Asp Phe 


309 


GTT 
Val 


GAA 
Glu 


AGT 
Ser 


AAG 
Lys 


GAT 
Asp 


GTT 
Val 


TGC 
Cys 


AAA AAC TAT GCT GAG GCA AAG GAT GTC TTC CTG GGC ATG 
Lys Asn Tyr Ala Glu Ala Lys Asp Val Phe Leu Gly Met 


329 


TTT 
Phe 


TTG 
Leu 


TAT 
Tyr 


.GAA 
Glu 


TAT 
Tyr 


GCA 
Ala 


AGA 
Arg 


AGG CAT CCT GAT TAC TCT GTC GTA CTG CTG CTG AGA CTT 
Arg His Pro Asp Tyr Ser Val Val Leu Leu Leu Arg Leu 


349 



Figure 1(a) 
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GCC AAG ACA TAT GAA ACC ACT CTA GAG AAG TGC TGT GCC OCT GCA GAT CCT CAT GAA TGC 

Ala Lys Thr Tyr Glu Thr Thr Leu Glu Lys Cys Cys Ala Ala Ala Asp Pro His Glu Cys 369 

TAT GCC AAA GTG TTC GAT GAA TTT AAA CCT CTT GTG GAA GAG CCT CAG AAT TTA ATC AAA 

Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu Pro Gin Asn Leu lie Lys 389 

CAA AAT TGT GAG CTT TTT GAG CAG CTT GGA GAG TAC AAA TTC CAG AAT GCG CTA TTA GTT 

Gin Asn Cys Glu Leu Phe Glu Gin Leu Gly Glu Tyr Lys Phe Gin Asn Ala Leu Leu Val 409 

CGT TAC ACC AAG AAA GTA CCC CAA GTG TCA ACT CCA ACT CTT GTA GAG GTC TCA AGA AAC 

Arg Tyr Thr Lys Lys Val Pro Gin Val Ser Thr Pro Thr Leu Val Glu Val Ser Arg Asn 429 

CTA GGA AAA GTG GGC AGC AAA TGT TGT AAA CAT CCT GAA GCA AAA AGA ATG CCC TGT GCA 

Leu Gly Lys Val Gly Ser Lys Cys Cys Lys His Pro Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys Ala ' 449 

GAA GAC TAT CTA TCC GTG GTC CTG AAC CAG TTA TGT GTG TTG CAT GAG AAA ACG CCA GTA 

Glu Asp Tyr Leu Ser Val Val Leu Asn Gin Leu Cys Val Leu His Glu Lys Thr Pro Val 469 

AGT GAC AGA GTC ACC AAA TGC TGC ACA GAA TCC TTG GTG AAC AGG CGA CCA TGC TTT TCA 

Ser Asp Arg Val Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Leu Val Asn Arg Arg Pro Cys Phe Ser 489 

GCT CTG GAA GTC GAT GAA ACA TAC GTT CCC AAA GAG TTT AAT GCT GAA ACA TTC ACC TTC 

Ala Leu Glu Val Asp Glu Thr Tyr Val Pro Lys Glu Phe Asn Ala Glu Thr Phe Thr Phe 509 

CAT GCA GAT ATA TGC ACA CTT TCT GAG AAG GAG AGA CAA ATC AAG AAA CAA ACT GCA CTT 

His Ala Asp He Cys Thr Leu Ser Glu Lys Glu Arg Gin He Lys Lys Gin Thr Ala Leu 529 

GTT GAG CTT GTG AAA CAC AAG CCC AAG GCA ACA AAA GAG CAA CTG AAA OCT GTT ATG GAT 

Val Glu Leu Val Lys His Lys Pro Lys Ala Thr Lys Glu Gin Leu Lys Ala Val Met Asp 549 

GAT TTC GCA GCT TTT CTA GAG AAG TGC TGC AAG GCT GAC GAT AAG GAG ACC TGC TTT GCC 

Asp Phe Ala Ala Phe Val Glu Lys Cys Cys Lys Ala Asp Asp Lys Glu Thr Cys Phe Ala 569 

GAG GAG GCT AAA AAA CTT GTT GCT GCA ACT CAA GCT GCC TTA GQ C TTA ACC CCC C TG GGC 

Glu Glu Gly Lys Lys Leu Val Ala Ala Ser Gin Ala Ala Leu Gly Leu Thr Pro Leu Gly 589 

££T GCC AGC TCC CTG CCC CAG AGC TTC CTG CTC AAG TGC TTA GAG CAA GTG AGG AAG ATC 

Pro Ala Ser Ser Leu Pro Gin Ser Phe Leu Leu Lys Cys Leu Glu Gin Val Arg Lys lie 609 

CAG GGC GAT GGC GCA GCG CTC CAG GAG AAG CTG TCT GCC ACC TAC AAG CTG TGC CAC CCC 

Gin Gly Asp Gly Ala Ala Leu Gin Glu Lys Leu cys AJa Thr Tyr Lys Leu Cys His Pro 629 

GAG GAG CTG GTG CTG CTC GGA CAC TCT CTG GGC ATC CCC TGG GCT CCC C TG AGC TCC TGC 

Glu Glu Leu Val Leu Leu Gly His Ser Leu Gly lie Pro Trp Ala Pro Leu Ser Ser Cys 649 

CCC AGC CAG GCC CTG CAG CTG GCA GGC TGC TTG AGC CAA CTC CAT AGC GGC CTT TTC CTC 

Pro Ser Gin Ala Leu Gin Leu Ala Gly Cys Leu Ser Gin Leu His Ser Gly Leu Phe Leu 669 

TAC CAG GGG CTC CTG CAG GCC CTG GAA GGG ATA TCC CCC GAG TTG GCT CCC ACC TTG GAC 

Tyr Gin Gly Leu Leu Gin Ala Leu Glu Gly He Ser Pro Glu Leu Gly Pro Thr Leu Asp 689 

ACA CTG CAG CTG GAC CTC GCC GAC TTT GCC ACC ACC ATC TGG CAG CAG ATG GAA GAA CTG 

Thr Leu Gin Leu Asp Val Ala Asp Phe Ala Thr Thr He Trp Gin Gin Mec Glu Glu Leu 709 

GGA ATG GCC CCT GCC CTG CAG CCC ACC CAG GCT GCC ATG CCG GCC TTC GCC TCT GCT TTC 

Gly Met Ala Pro Ala Leu Gin Pro Thr Gin Gly Ala Mec Pro Ala Phe Ala Ser Ala Phe 729 

CAG CGC CGG GCA GGA GGG CTC CTG GTT GCT AGC CAT CTG CAG AGC TTC CTG GAG GTG TCG 

Gin Arg Arg Ala Gly Gly Val Leu Val Ala Ser His Leu Gin Ser Phe Leu Glu Val Ser 749 

TAC CGC GTT CTA CGC CAC CTT GCG CAG CCC TGA AGCTT 

Tyr Arg Val Leu Arg His Leu Ala Gin Pro *** 759 



Figure Kb) 
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Figure 3 
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Figure 4 



FEUILLE DE REIVAPLACEr^ENT 
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SE Q. JDNO: 

TYPE DE SEQUENCE : Nucleotide et sa prot^ine correspondante 

LONGUEUR : 2455 nucl^tides 

NOMBRE DE BRINS : 1 
CONHGURATION : Lin6aire 

TyPE DE MOLECULE : Fragment de restriction Hind lD du plasmide d'expression pYG1301 

(chimferc G.CSF-Gly4-SAH positionn^ imm^atement en aval de 
la region pr^pro de b SAH) 

ORIGINE : Recombinaisons g^^tiques in vitro 



AAGCT TTACAACAAA TATAAAAACA 


ATG 
Met 


AAG 
Lys 


TOG 
Trp 


GTA ACC 
Val Thr 


TTT 
Phe 


ATT 
He 


TCC 
Ser 


CTT CTT TTT CTC TTT 
Leu Leu Phe Leu Phe 




AGO 
Ser 


TCG 
Ser 


OCT 
Ala 


TAT 
Tyr 


TCC 
Ser 


AGG 
Arg 


GGT 
Gly 


GTG 
Val 


TTT 
Phe 


CGT 
Ara 


CGA ACC CCC CTG 
Arg Thr Pro Leu 
I — >G-csr 


GGC CCT QCC AGC TCC CTC 

Gly Pro Ala Ser Ser Leu 




CCC 
Pro 


CAG 
Gin 


AGC 
Ser 


TTC 
Phe 


CTG 
Leu 


CTC 
Leu 


AAG 
Lys 


TGC 
Cys 


TTA 
Leu 


GAG 
Glu 


CAA GTG 
Gin Val 


AGG 
Arg 


AAG 
Lys 


ATC 
lie 


CAG GGC GAT GGC GCA 
Gin Gly Asp Gly Ala 


29 


GCG 
Ala 


CTC 
Leu 


CAG 
Gin 


GAG 
Glu 


AAG 
Lys 


CTG 
Leu 


TGT 

cys 


GCC 
Ala 


ACC 
Thr 


TAC 
Tyr 


AAG CTG TGC 
Lys Leu Cys 


CAC 
His 


CCC 
pro 


GAG GAG CTG GTG CTG 
Glu Glu Leu Val Leu 


49 


CTC 
Leu 


GGA 
Gly 


CAC 
His 


TCT 
Ser 


CTG 
Leu 


GGC 
Gly 


ATC 
He 


CCC 
Pro 


TGG 
Trp 


GCT 
Ala 


CCC CTC AGC TCC 

Pro Leu Ser Ser 


TGC 
Cys 


CCC AGC CAG QCC CTG 
Pro Ser Gin Ala Leu 


69 


CAG 
Gin 


CTG 
Leu 


GCA 
Ala 


GGC 
Gly 


TGC 
Cys 


TTG 
Leu 


AGC 
Ser 


CAA 

Gin 


CTC 
Leu 


CAT 
His 


AGC GGC 
Ser Gly 


CTT 
Leu 


TTC 
Phe 


CTC 
Leu 


TAC CAG GGG CTC CTG 
Tyr Gin Gly Leu Leu 


89 


CAG 
Gin 


QCC 
Ala 


CTG 
Leu 


GAA 
Glu 


GGG 
Gly 


ATA 
lie 


TCC 
Ser 


CCC 
Pro 


GAG 
Glu 


TTG 
Leu 


GC?r CCC 
Gly Pro 


ACC 
Thr 


TTG 
Leu 


GAC 
Asp 


ACA CTG CAG CTG GAC 

Thr Leu Gin Leu Asp 
• 




GTC 
Val 


GCC 
Ala 


GAC 
Asp 


TTT 
Phe 


GCC 
Ala 


ACC 
Thr 


ACC 

Thr 


ATC 
He 


TGG 
Trp 


CAG 
Gin 


CAG ATG 
Gin Met 


GAA 
Glu 


GAA 
Glu 


CTG 
Leu 


GGA ATG GCC CCT GCC 
tiiy Mec Ala pro Ala 




CTG 
Leu 


CAG 
Gin 


CCC 

Pro 


ACC 
Thr 


CAG 
Gin 


GGT 
Gly 


GCC 
Ala 


ATG 
Met 


CCG 
Pro 


GCC 
Ala 


TTC GCC 
Phe Ala 


TCT 
Ser 


GCT 
Ala 


TTC 
Phe 


CAG CGC CGG GCA GGA 
Gin Arg Arg Ala Gly 


149 


GGG 
Gly 


GTC 
Val 


CTG 
Leu 


GTT 
Val 


GCT 
Ala 


AGC 
Ser 


CAT 
His 


CTG 
Leu 


CAG 
Gin 


AGC 
Ser 


TTC CTG 
Phe Leu 


GAG 
Glu 


GTG 
Val 


TCG 
Ser 


TAC CGC GTT CTA CGC 
Tyr Arg Val Leu Arg 


169 


CAC 


CTT 


GCG 


CAG 


CCC 


GGT 


GGA 


OCtC 


GGT 


GAT 


OCA CAC 


AAG 


AGT 


GAG 


GTT GCT CAT CGG TTT 
Val Ala His Arg Phe 




His 


Leu 


Ala Gin 
G-CSF< 


Pro 
1 


Glv Glv Glv Giv A<?p 
linhor I 


Ala His Lys 
>SAE 


Ser 


Glu 


189 


AAA 
Lys 


GAT 
Asp 


TTG 
Leu 


GGA 
Gly 


GAA 
Glu 


GAA 
Glu 


AAT 
Asn 


TTC 
Phe 


AAA 
Lys 


GCC 
Ala 


TTG GTG 
Leu Val 


TTG 
Leu 


ATT 
He 


GCC 
Ala 


TTT GCT CAG TAT CTT 
Phe Ala Gin Tyr Leu 


209 


CAG 
Gin 


CAG 
Gin 


TGT 
Cys 


CCA 
Pro 


TTT 
Phe 


GAA 
Glu 


GAT 
Asp 


CAT 
His 


GTA 

Val 


AAA 
Lys 


TTA GTG 
Leu Val 


AAT 
Asn 


GAA 
Glu 


GTA 
Val 


ACT GAA TTT GCA AAA 
Thr Glu Phe Ala Lys 


229 


ACA 
Thr 


TGT 
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CCG GAA CTC CTT TTC TTT GCT AAA AGG TAT AAA OCT OCT TTT ACA GAA TGT TGC CAA OCT 

Pro Glu Leu Leu Phe Phe Ala Lys Arg Tyr Lys Ala Ala Phe Thr Glu Cys Cys Gin Ala 349 

GCT GAT AAA GCT GCC TGC CTG TTG CCA AAG CTC GAT GAA CTT CGG GAT GAA GGG AAG GCT 

Ala Asp Lys Ala Ala Cys Leu Leu Pro Lys Leu Asp Glu Leu Arg Asp Glu Gly Lys Ala 369 

TCG TCT GCC AAA CAG AGA CTC AAG TGTT GCC AGT CTC CAA AAA TTT GGA GAA AGA GCT TTC 

Ser Ser Ala Lys Gin Arg Leu Lys Cys Ala Ser Leu Gin Lys Phe Gly Glu Arg Ala Phe 389 

AAA GCA TGG GCA GTA GCT CGC CTG AGC CAG AGA TTT CCC AAA GCT GAG TTT GCA GAA GTT 

Lys Ala Trp Ala Val Ala Arg Leu Ser Gin Arg Phe Pro Lys Ala Glu Phe Ala Glu Val 409 

TCC AAG TTA GTG ACA GAT CTT ACC AAA GTC CAC ACG GAA TGC TGC CAT GGA GAT CTG CTT 

Ser Lys Leu Val Thr Asp Leu Thr Lys Val His Thr Glu Cys Cys His Gly Asp Leu Leu 429 

GAA TGT GCT GAT GAC AGG GCG GAC CTT GCC AAG TAT ATC TGT GAA AAT CAA GAT TCG ATC 

Glu Cys Ala Asp Asp Arg Ala Asp Leu Ala Lys Tyr lie Cys Glu Asn Gin Asp Ser lie 449 

TCC AGT AAA CTG AAG GAA TGC TGT GAA AAA CCT CTG TTG GAA AAA TCC CAC TGC' ATT GCC 

Ser Ser Lys Leu Lys Glu Cys Cys Glu Lys Pro Leu Leu Glu Lys Ser His Cys He Ala 469 

GAA GTG GAA AAT GAT GAG ATG CCT GCT GAC TTG CCT TCA TTA GCT GCT GAT TTT GTT GAA 

Glu Val Glu Asn Asp Glu Met Pro Ala Asp Leu Pro Ser Leu Ala Ala Asp Phe Val Glu 489 

AGT AAG GAT GTT TGC AAA AAC TAT GCT GAG GCA AAG GAT GTC TTC CTG QGC ATG TTT TTG 

Ser Lys Asp Val Cys Lys Asn Tyr Ala Glu Ala Lys Asp Val Phe Leu Gly Met Phe Leu 509 

TAT GAA TAT GCA AGA AGG CAT CCT GAT TAG TCT GTC GTA CTG CTG CTG AGA CPT GCC AAG 

Tyr Glu Tyr Ala Arg Arg His Pro Asp Tyr Ser Val Val Leu Leu Leu Arg Leu Ala Lys 529 

ACA TAT GAA ACC ACT CTA GAG AAG TGC TGT GCC GCT GCA GAT CCT CAT GAA TGC TAT GCC 

Thr Tyr Glu Thr Thr Leu Glu Lys Cys Cys Ala Ala Ala Asp Pro His Glu Cys Tyr Ala 549 

AAA GTTG TTC GAT GAA TTT AAA CCT CTT GTG GAA GAG CCT CAG AAT TTA ATC AAA CAA AAT 

Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu Pro Gin Asn Leu He Lys Gin Asn 569 

TGT GAG CTT TTT GAG CAG CTT GGA GAG TAC AAA TTC CAG AAT GCG CTA TTA GTT CCT TAC 

cys Glu Leu Phe Glu Gin Leu Gly Glu Tyr Lys Phe Gin Asn Ala Leu Leu Val Arg Tyr 589 

ACC AAG AAA CTA CCC CAA GTG TCA ACT CCA ACT CTT CTA GAG GTC TCA AGA AAC CTA GGA 

Thr Lys Lys Val Pro Gin Val Ser Thr Pro Thr Leu Val Glu Val Ser Arg Asn Leu Gly 609 

AAA CTG GGC AGC AAA TCT TCT AAA CAT CCT GAA GCA AAA AGA ATG CCC TCT GCA GAA GAC 

Lys Val Gly Ser Lys Cys Cys Lys His Pro Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys Ala Glu Asp 629 

TAT CTA TCC GTG GTC CTG AAC CAG TTA TCT GTG TTG CAT GAG AAA ACG CCA CTA ACT GAC 

Tyr Leu Ser Val Val Leu Asn Gin Leu Cys Val Leu His Glu Lys Thr Pro Val Ser Asp 649 

AGA GTC ACC AAA TGC TGC ACA GAA TCC TTG GTG AAC AGG CGA CCA TGC TTT TCA GCT CTG 

Arg Val Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser Leu Val Asn Arg Arg Pro Cys Phe Ser Ala Leu 669 

GAA CTC GAT GAA ACA TAC GTT CCC AAA GAG TTT AAT GCT GAA ACA TTC ACC TTC CAT GCA 

Glu Val Asp Glu Thr Tyr Val Pro Lys Glu Phe Asn Ala Glu Thr Phe Thr Phe His Ala 689 

GAT ATA TGC ACA CTT TCT GAG AAG GAG AGA CAA ATC AAG AAA CAA ACT GCA CTT GriT GAG 

Asp He cys Thr Leu Ser Glu Lys Glu Arg Gin He Lys Lys Gin Thr Ala Leu Val Glu 709 

CTT CTG AAA CAC AAG CCC AAG GCA ACA AAA GAG CAA CTG AAA GCT GTT ATG GAT GAT TTC 

Leu Val Lys His Lys Pro Lys Ala Thr Lys Glu Gin Leu Lys Ala Val Met Asp Asp Phe -729 

GCA GCT TTT CTA GAG AAG TGC TGC AAG GCT GAC GAT AAG GAG ACC TGC TTT GCC GAG GAG 
Ala Ala Phe Val Glu Lys Cys Cys Lys Ala Asp Asp Lys Glu Thr Cys Phe Ala Glu Glu 749 

KstXI 

GCT AAA AAA CTT GTT GCT OCA ACT CAA GCT GCC TTA GG C TTA TAA CATCACATTT 

Gly Lys Lys Leu Val Ala Ala Ser Gin Ala Ala Leu Gly Leu *** 763 

AAAAGCATCr CAGCCTACCA TGAGAATAAG AGAAAGAAAA TGAAGATCAA AAGCTT 
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